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摘要 
纳米材料的生物安全性因其在医学诊断和治疗方面的广阔应用前景引起了
人们的高度关注。纳米材料的生物学效应很大程度上会受到纳米材料特性如尺寸、
形貌、表面修饰等的影响。目前针对这些特性的研究主要集中在纳米材料尺寸、
表面修饰与细胞毒性方面，对于分散性这种特性的关注还比较少。此外，自噬效
应与许多疾病的发生和发展密切相关，逐渐成为生物学领域的热门研究对象，因
此深入研究这些特性与自噬效应的关系有助于为纳米材料的合成和应用提供科
学指导。本文选取易于合成控制、生物安全性高的金纳米颗粒，全面探究了其尺
寸、形貌、表面修饰和分散性这四种特性与细胞毒性和自噬效应的相关性，主要
内容概括如下： 
第一章：简要概括了纳米材料特性及表征方法，总结了不同特性与细胞毒性
和自噬效应方面的研究进展，并简要阐述本论文的选题依据和研究内容。 
第二章：探究分散性对细胞毒性的影响。选用 12 nm DMSA 修饰的金纳米
颗粒，通过是否与培养基吹打混合来获得两组分散性显著不同的实验组。检测各
项毒性指标，结果表明聚集的金纳米颗粒更显著地引发细胞毒性。聚集的金纳米
颗粒通过巨胞饮进入细胞，有更高的细胞摄入量，并引发细胞内活性氧水平的增
高。 
第三章：综合考虑四种纳米特性与自噬效应的关系。选用稳定表达 GFP-LC3
蛋白的 HeLa 细胞与具有不同形貌、相似体积的金纳米颗粒孵育。实验表明无论
大尺寸组还是小尺寸组，柠檬酸钠修饰的金纳米球所引发的自噬水平显著高于金
纳米棒，同时通过表面修饰、分散性和抑制剂都表明金纳米颗粒引发的自噬效应
和细胞摄入量是高度正相关的。 
第四章：探究金纳米颗粒引发自噬效应的机理。通过免疫荧光，细胞切片等
方法确定金纳米颗粒摄入细胞后基本位于溶酶体中。统计溶酶体的数目、尺寸、
水解酶活性和线粒体的去极化程度，表明金纳米颗粒会导致溶酶体肿大，降低溶
酶体水解酶的活性，因此降低了自噬溶酶体的降解速度，导致自噬体的积累。 
 
关键词：金纳米颗粒特性；细胞毒性；自噬效应
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Abstract 
The safety of nanomaterials has drawn highly attention for its promising biomedical 
applications. Biological effects of nanomaterials are widely influenced by characters 
of nanomaterials such as size, shape, surface modification, etc. Researches were 
mostly focused on size, surface modification of nanoparticles and their cytotoxicity. 
Few researchers have pay much attention to dispersity of nanoparticles. Furthermore, 
the autophagy playing a key role in human health and disease has become a hot 
research subject. Therefore, to investigate the relationship between characters of 
nanoparticles and their induced autophagy could guild the fabrication and application 
of nanoparticles. In this thesis, we chosed gold nanoparticles with the controllable size 
and shape and good biocompatibility as an example and explored the relationship 
between their physio-chemical properties (size, morphology, surface modification & 
dispersity) and their autophagic effect. The main points are presented as follows. 
Chapter 1 we briefly summarized the properties of nanomaterials and the 
development of researches in cytotoxicity and autophagy. In addition, the main idea 
and the objectives of this thesis are proposed. 
Chapter 2 we investigated the effect of dispersity of nanoparticles on their 
cytotoxicity. We synthesized 12 nm Au @ DMSA nanoparticles and mixed them with 
culture medium quickly or slowly to adjust the dispersity of gold nanoparticles. Our 
data indicated that the cytotoxicity of aggregated gold nanoparticles is significantly 
higher than well-dispersed ones. The dispersity-dependent cytotoxicity may be related 
to the increase of cellular endocytosis and reactive oxygen species. 
Chapter 3 we explored the relationship between four Au nanoparticles with
 different characters and their autophagic effect. We incubated two gold nanopa
rticles groups which have different shape but same volume with HeLa cells tha
t stably express GFP-LC3. We showed that Au Sphere @ Citrate induced significa
nt autophagic level in comparison with Au Rod.   
Chapter 4 we explored the mechanism of gold nanoparticles induced autop
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hagic effect. Through TEM images and immunofluorescence of cells, we found
 that the intracellular gold nanoparticles were located in lysosome. By calculating l
ysosome number and size, detecting the depolarization of mitochondria, we fou
nd that gold nanoparticles would cause Lysosome enlargement and impairment. 
Gold nanoparticles could impair lysosome degradation capacity and induce autoph
agosome accumulation. 
 
Key Words: Characters of nanoparticles; Gold nanoparticles; Cytotoxicity; 
Autophagic effect
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第一章 绪论 
1.1 纳米材料 
1.1.1纳米材料概述 
“纳米（Nanometer, nm）是一个物理上的度量单位，1 nm=10-9 m。”目前，
纳米材料被广泛定义为“至少在三维空间中的一维处于纳米尺度范畴(1~100 nm)
内的材料，或者是以该尺度范畴内的物质为基本单元按照特定规律构成的材料。” 
纳米材料尺寸小、比表面积大，具有显著的表面效应、量子尺度效应、宏观
量子隧道效应等特殊效应，从而使其显示出许多独特的物理化学性质，在机械、
电子、光学、磁学、化学和生物学等诸多领域有着广泛的应用前景，逐渐成为人
们研究的热点。[1, 2]            
1.1.2纳米材料特性 
纳米颗粒的尺寸、表面电荷、表面修饰、形貌、化学组成、分散性、柔韧性、
晶型等，这些都是纳米材料本身的特性，也是了解一个纳米材料所需要的最重要
的参数。 
在各种仪器的帮助下，研究人员可以很好的对纳米颗粒的特性进行表征。比
如运用显微镜包括透射类型的（TEM）和扫描类型的（SEM）可以很好的研究
纳米颗粒的尺寸，形貌，组分和晶型等。运用动态光散射仪（Dynamic light 
scattering，DLS）也已很好的探测纳米颗粒的水合粒径及尺寸分布，还可以测表
面电势。借助电感耦合等离子体质谱（ICP-MS）和原子发射光谱（ICP-AES）
可以分析纳米颗粒的元素组成和比例。 
目前随着纳米合成技术的高速发展，研究人员已经可以根据需求，设计和控
制合成不同尺寸、形貌、化学组成的纳米颗粒，并且可以修饰上不同的表面配体，
改变表面电荷。[3-8]  
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图 1-1 各种尺寸、形貌的金纳米颗粒.[9] 
Figure 1-1 Gold nanoparticles of different shapes and sizes。 
 
1.1.3纳米材料应用 
纳米材料由于其独特的物理化学性质，可应用于材料、化学化工、半导体、
食品、化妆品、医学等诸多领域。一些纳米材料，如金、四氧化三铁、二氧化硅
等由于具有良好的生物相容性，在生物医药领域得到了广泛的研究和应用。[10, 11]
利用纳米材料比表面积大的特点，可以使其装载更多的药物，实现药物的局部浓
缩。[12-14]且细胞更容易摄入纳米材料，经过化学修饰的药物可以实现缓慢释放或
者 pH、温度响应释放。[15-19]四氧化三铁等具有磁性的纳米材料，可作为细胞标
记、磁分离、热疗以及磁共振造影剂等，并且已有部分产品经 FDA 批准用于临
床。[20-22]金纳米颗粒由于独特的表面增强拉曼散射效应、特殊的可见及近红外光
谱吸收特性且易于修饰，广泛应用于可视化检测、药物运输、标记、光热疗等。[23-27] 
1.2纳米颗粒特性与其生物学效应 
由于纳米材料广泛应用及其在医学诊断和治疗上的广阔前景，其生物毒性与
安全性受到越来越多的关注。[28-33]纳米材料生物学效应很大程度上会受纳米颗粒
的特性的影响。[34-38]比如纳米颗粒的尺寸不同会损伤不同的细胞器，纳米棒的长
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宽比会影响细胞对其的摄入量等。[39-46]由于纳米颗粒的特性合成时是可以设计和
控制的，因此深入研究这些特性与生物学效应的关系有助于全面揭示和理解那些
可能影响纳米材料毒性的因素，为纳米材料的安全性研究提供科学指导，并为纳
米材料的临床应用奠定基础。 
1.2.1纳米颗粒特性与其细胞毒性 
纳米颗粒安全性评价 
建立体外细胞模型，是一种快速有效评价纳米颗粒安全性的方法。有很多实
验技术和分析方法可以探究纳米颗粒与细胞的相互作用。根据已经成熟的细胞毒
理学和实验技术可知“MTT 法可检测细胞的代谢活性，DCFH-DA 检测细胞内活
性氧水平；Annexin-V PI 双染法检测细胞凋亡；EdU 掺入法检测细胞增殖活性；
免疫印迹法（Western blot）检测细胞凋亡、自噬等各种相关蛋白的表达水平；
TEM 拍摄细胞切片可以清晰展示细胞内的超微结构；SEM 拍摄细胞可以展示纳
米颗粒与细胞膜表面的相互作用；荧光显微镜可以观察各种被标记荧光的蛋白，
ICP-MS 可以定量检测细胞对纳米颗粒的摄入量”等等。 
纳米颗粒尺寸与细胞毒性 
尺寸，是纳米颗粒最重要的特性之一。已有很多研究报道纳米颗粒的尺寸与
细胞毒性相关。Tatsiana 等 [45]发现不同尺寸的金进入细胞的方式不一样，大于
45 nm 的金纳米颗粒通过网格蛋白介导的内吞途径，而小于 13 nm 的金纳米颗粒
通过吞噬途径，它们引发的毒性也不同。Pan 等 [35]发现小尺寸的如 1.2 nm，1.4 nm
的金纳米颗粒可引发细胞凋亡，其毒性远远大于 15 nm 的金纳米颗粒。 
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